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Основные положения
• Первичные артериальные эндотелиальные клетки характеризуются экспрессией генов около 

40 цитокинов, при этом экспрессия около 25 из них при провоспалительной дисфункции эндоте-
лия повышается более чем в 1,5 раза.

• Несмотря на экспрессию первичными артериальными эндотелиальными клетками ряда мо-
лекул клеточной адгезии, не более пяти из них (включая VCAM1, ICAM1 и SELE) характеризуют-
ся ≥ 1,5-кратным повышением экспрессии при провоспалительной дисфункции эндотелия.

• ЭК-КА обладают более высокой базальной экспрессией ряда генов провоспалительных ци-
токинов в сравнении с ЭК-ВГА.

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ЦИТОКИНОВ В ПЕРВИЧНЫХ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ 

КОРОНАРНОЙ И ВНУТРЕННЕЙ ГРУДНОЙ АРТЕРИИ ЧЕЛОВЕКА

Цель

Провести сравнительный анализ экспрессии генов провоспалительных ци-
токинов и молекул клеточной адгезии в первичных эндотелиальных клетках 
коронарной артерии (ЭК-КА) и внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА) че-
ловека для оценки провоспалительной активности ЭК из чувствительных и 
устойчивых к развитию атеросклероза артерий.

Материалы 
и методы

На основании предварительного дот-блот-профилирования был проведен 
анализ экспрессии генов провоспалительных цитокинов (MIF, IL6, CXCL8, 
CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3) и молекул 
клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE, SELP) методом ОТ-кПЦР. Далее 
был проведен расширенный анализ генов данных классов молекул по трем 
массивам данных полнотранскриптомного секвенирования.

Результаты

В ЭК-КА и ЭК-ВГА была выявлена экспрессия около 40 провоспалительных 
цитокинов. Наибольшей базальной экспрессией (TPMCtrl > 2,5) обладали 24 
гена: MIF, CCL2, PTX3, IL32, CXCL1, TGFB1, LTB, CXCL8, CSF1, CCL14, 
TGFB2, IL33, CXCL16, CXCL2, IL1A, CSF3, IL6, IL17D, CXCL3, CXCL6, IL12A, 
CXCL5, TGFB3 и CXCL12. Кроме того, 24 гена – CSF2, CCL5, CCL20, CXCL5, 
CXCL8, CXCL3, CXCL11, IL1A, CXCL6, IFNE, CCL16, CXCL2, LTB, LTA, IL23A, 
CSF1, CXCL1, CXCL10, CSF3, IL6, IL32, TGFB1, CCL2 и IL7 – характеризова-
лись кратностью изменения экспрессии ≥ 1,50 при провоспалительной дис-
функции эндотелия. Из генов молекул клеточной адгезии лишь 3 (VCAM1, 
ICAM1 и SELE) обладали кратностью изменения экспрессии > 2 и TPMCtrl > 
2,5. В сравнении с ЭК-ВГА в ЭК-КА наблюдалась повышенная транскрипция 
провоспалительных генов (MIF, IL6, CCL5, CSF3, CXCL1 и SELP), что указы-
вало на их более высокую провоспалительную активность.

Заключение
Выделяемые из атерочувствительной артерии ЭК-КА характеризуются бо-
лее высокой экспрессией провоспалительных генов по сравнению с выделя-
емыми из атерорезистентной артерии ЭК-ВГА, что объясняет склонность КА 
к развитию атеросклероза.
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Aim

To compare expression of the genes encoding pro-inflammatory cytokines and cell 
adhesion molecules in primary human coronary artery endothelial cells (HCAEC) 
and human internal thoracic artery endothelial cells (HITAEC) for the assessment 
of pro-inflammatory activation in the ECs isolated from atherosusceptible and 
atheroresistant arteries.

Methods

Following the dot blotting profiling, we quantified the expression of the 
genes encoding pro-inflammatory cytokines (MIF, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, 
CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3) and cell adhesion 
molecules (VCAM1, ICAM1, SELE, SELP) by RT-qPCR. We further performed 
an extended analysis of gene expression by interrogating three RNA sequencing 
datasets.

Results

We found ≈ 40 pro-inflammatory cytokines expressed in HCAEC and HITAEC. 
Baseline expression with TPMCtrl > 2.5 was detected for 24 genes: MIF, CCL2, 
PTX3, IL32, CXCL1, TGFB1, LTB, CXCL8, CSF1, CCL14, TGFB2, IL33, CXCL16, 
CXCL2, IL1A, CSF3, IL6, IL17D, CXCL3, CXCL6, IL12A, CXCL5, TGFB3, and 
CXCL12. In addition, 24 genes (CSF2, CCL5, CCL20, CXCL5, CXCL8, CXCL3, 
CXCL11, IL1A, CXCL6, IFNE, CCL16, CXCL2, LTB, LTA, IL23A, CSF1, CXCL1, 
CXCL10, CSF3, IL6, IL32, TGFB1, CCL2, and IL7) had fold change ≥ 1.50 in 
dysfunctional ECs as compared with the control ECs. Three genes encoding 
cell adhesion molecules (VCAM1, ICAM1, and SELE) had fold change > 2 and 
TPMCtrl > 2.5. In comparison with HITAEC, HCAEC had higher expression of 
pro-inflammatory genes (MIF, IL6, CCL5, CSF3, CXCL1, and SELP) indicating 
higher pro-inflammatory status.

Conclusion HCAEC have higher expression of pro-inflammatory genes comparing to HITAEC, 
in concert with the higher atherosusceptibility of CA.

Keywords
Atherosclerosis • Endothelial cells • Endothelial dysfunction • Pro-
inflammatory cytokines • Cell adhesion molecules • Coronary artery • Internal 
thoracic artery
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Highlights
• Primary arterial endothelial cells show an expression of ≈ 40 cytokines, including ≈ 25 molecules 

overexpressed ≥ 1.5-fold at pro-inflammatory endothelial dysfunction.
• Despite primary arterial endothelial cells expressed a variety of cell adhesion molecules, only ≈ 5 of 

them are overexpressed ≥ 1.5-fold at pro-inflammatory endothelial dysfunction.
• Primary human coronary artery endothelial cells exhibit higher basal expression of pro-inflammatory 

cytokines in comparison with internal thoracic artery endothelial cells.
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Введение
Помимо обеспечения атромбогенности тока 

крови по сосудам, регуляции сосудистого тонуса 
и обеспечения газообмена [1], одной из основных 
функций эндотелиальных клеток (ЭК) является ре-
гуляция системного иммунитета за счет выделения 
провоспалительных цитокинов, в число которых 
входят фактор ингибирования миграции макрофа-
гов (MIF), интерлейкин-6 (IL-6), интерлейкин-8 (IL-
8/CXCL8), фактор привлечения моноцитов (MCP-1/
CCL2), воспалительный белок макрофагов-3α (MIP-
3α/CCL20), гранулоцитарно-макрофагальный коло-
ниестимулирующий фактор (GM-CSF), гранулоци-
тарный колониестимулирующий фактор (G-CSF), 
хемокины RANTES/CCL5, GROα/CXCL1, ENA-
78/CXCL5 и IP-10/CXCL10, а также пентраксин-3 
(PTX3) [2]. Данные цитокины выделяются различ-
ными линиями ЭК клапанов сердца и кровеносных 
сосудов независимо от их происхождения, в норме 
обеспечивая необходимый уровень реактивности 
организма на развитие инфекции, а также поддер-
живая способность ЭК реагировать на нарушения 
гомеостаза сосудистой стенки [3]. Предполагается, 
что выделение ЭК ограниченного спектра и отно-
сительно невысокого количества провоспалитель-
ных цитокинов в системный кровоток представляет 
собой эволюционный механизм защиты организма 
от патологических последствий транзиторной бак-
териемии и паразитарных инвазий [4]. При разви-
тии различных патологических состояний (гипер/
дислипидемии, гипергликемии, гиперфосфатемии, 
уремии, ишемии), новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19) или сепсисе различной этиологии про-
исходит избыточная провоспалительная активация 
эндотелия, также называемая его дисфункцией. По-
мимо патологического повышения выделения про-
воспалительных цитокинов, дисфункция эндотелия 
также может сопровождаться повышением выделе-
ния в системный кровоток обладающих протром-
ботическим действием фактора фон Виллебранда 
(vWF) и тромбоспондина-1 (TSP-1) [5], отражаю-
щей повышенный риск тромбоза растворимой фор-

мы рецептора урокиназы (suPAR) [6], растворимых 
форм эндотелиальных мембранных рецепторов 
(CD106/VCAM-1, CD146/MCAM, CD147/басиги-
на, CD202b/TIE-2/TEK и CD306/KDR/VEGFR2) [7], 
мембранных рецепторов защиты от комплемента 
(CD59 и CD55) [8] и компонентов эндотелиально-
го гликокаликса (CD138/синдекан-1, HSPG1/син-
декан-2, синдекан-4, ESM1/эндокан, гиалуроновая 
кислота, тромбомодулин) [9].

Ранее в наших исследованиях была показана по-
вышенная провоспалительная активность ЭК вну-
тренней грудной артерии (ЭК-ВГА) в сравнении 
с ЭК аортального клапана сердца (ЭК-АК), боль-
шой подкожной вены (ЭК-БПВ) и сосудов микро-
циркуляторного русла подкожной жировой ткани 
(МСЭК) [10]. Также было показано, что наиболее 
экспрессируемыми в ЭК генами цитокинов явля-
ются MIF (кодирующий фактор ингибирования 
миграции макрофагов), CCL2 (кодирующий фак-
тор привлечения моноцитов MCP-1), CXCL8 (ко-
дирующий интерлейкин-8), CXCL1 (кодирующий 
хемокин GROα/CXCL1) и PTX3 (кодирующий пен-
траксин-3). В то же время остается актуальным во-
прос сравнительного анализа провоспалительной 
активности ЭК различных артерий – к примеру, ЭК 
часто поражаемой атеросклерозом коронарной ар-
терии (ЭК-КА) и ЭК-ВГА. Иерархия экспрессии ге-
нов провоспалительных цитокинов в ЭК-КА ранее 
также показана не была.

Целью данного исследования было провести 
сравнительный анализ экспрессии генов провоспа-
лительных цитокинов и молекул клеточной адгезии 
в ЭК-КА и ЭК-ВГА для оценки провоспалительной 
активности ЭК из чувствительных и устойчивых к 
развитию артерий. На первом этапе работы посред-
ством дот-блоттинга был проведен предваритель-
ный скрининг провоспалительных молекул, выде-
ляемых в культуральную среду ЭК-КА и ЭК-ВГА. 
Далее при помощи количественной полимеразной 
цепной реакции после обратной транскрипции 
(ОТ-кПЦР) был проведен анализ экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов (MIF, IL6, CXCL8, 
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24-часовой инкубации культуральную среду отби-
рали, центрифугировали при 2 000 × g для осажде-
ния клеточного дебриса (MiniSpin Plus, Eppendorf), 
переносили в новые микропробирки с низким свя-
зыванием белка (Ac-ACT-017-L-B-S, Accumax Lab 
Devices) и замораживали при −80°C для последу-
ющей оценки содержания цитокинов при помощи 
дот-блоттинга. Культуры ЭК промывали холодным 
раствором ФСБД (4°С) и лизировали тризолом 
(15596018, Thermo Fisher Scientific) для выделения 
РНК в соответствии с инструкцией производителя.

Анализ содержания цитокинов в культураль-
ной среде

Полуколичественное измерение уровня цитоки-
нов, выделяемых ЭК-КА и ЭК-ВГА в культураль-
ную среду, проводили посредством дот-блоттинга. 
Для повышения концентрации цитокинов в куль-
туральной среде выполняли обогащение бессыво-
роточной среды EndoLife до равных объемов (в 6 
раз, с 6 мл до 1 мл) при помощи вакуумного цен-
трифужного концентрирования (HyperVAC-LITE, 
Gyrozen Co. Ltd.). Скрининговый полуколичествен-
ный анализ содержания цитокинов, выделяемых 
ЭК-КА и ЭК-ВГА в культуральную среду, выпол-
няли с использованием наборов для дот-блот про-
филирования Proteome Profiler Human XL Cytokine 
Array Kit (ARY022B, R&D Systems) в соответствии 
с инструкциями производителя (1 мл обогащен-
ной культуральной среды на образец). Хемилюми-
несцентную детекцию результатов дот-блоттинга 
проводили при помощи системы визуализации 
Odyssey XF (LI-COR Biosciences). Денситометри-
ческий анализ хемилюминесцентной съемки ре-
зультатов дот-блоттинга выполняли в программе 
ImageJ (версия 1.54k, National Institutes of Health). 
Использование бессывороточной среды позволяло 
отмыть остаточные компоненты фетальной бычьей 
сыворотки и избежать неспецифической кросс-ре-
акции с бычьими антигенами.

Анализ генной экспрессии
Обратную транскрипцию РНК, выделенной в 

каждом из двух независимых экспериментов, вы-
полняли с использованием набора для синтеза 
кДНК M-MuLV–RH First Strand cDNA Synthesis 
Kit (R01-250, Евроген) и обратной транскриптазы 
M-MuLV–RH (R03-50, Евроген). Измерение ген-
ной экспрессии проводили при помощи ОТ-кПЦР 
с использованием самостоятельно разработанных 
праймеров (500 нмоль/л каждый, Евроген), кДНК 
(20 нг) и мастер-микса BioMaster HS-qPCR Lo-ROX 
SYBR (MHR031-2040, Биолабмикс) в соответствии 
с инструкциями производителя. Для каждой био-
логической повторности (n = 18, по числу лунок в 
эксперименте) при измерении уровня генной экс-
прессии выполняли три технических повторности. 

CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, 
CXCL10, PTX3), молекул клеточной адгезии – ре-
цепторов эндотелиальных клеток для лейкоцитов 
(VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), транскрипционных 
факторов эндотелиально-мезенхимального перехо-
да (SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1), эндотелиальной 
синтазы монооксида азота (NOS3) и фактора фон 
Виллебранда (VWF) в ЭК-КА и ЭК-ВГА из двух не-
зависимых экспериментов. Выраженность экспрес-
сии генов провоспалительных цитокинов и генов 
молекул клеточной адгезии была также независи-
мо оценена в трех массивах данных полнотранс-
криптомного секвенирования ЭК-КА.

Материалы и методы
Культивирование эндотелиальных клеток и 

выделение РНК
Для двух независимых экспериментов с ЭК ис-

пользовали коммерческие культуры первичных ЭК 
атерочувствительной коронарной артерии человека 
(HCAEC или ЭК-КА, 300K-05a, Cell Applications) 
и первичных ЭК атерорезистентной внутренней 
грудной артерии человека (HITAEC или ЭК-ВГА, 
308K-05a, Cell Applications). Все эксперименты про-
водили параллельно на обеих линиях ЭК. Согласно 
информации поставщика, первичные ЭК челове-
ка были получены из здоровых артерий доноров с 
криоконсервацией на втором пассаже (500,000 кле-
ток на виалу). Для проведения экспериментов ЭК 
размораживали и культивировали во флаконах Т-75 
(N-708003, Wuxi NEST Biotechnology Co., Ltd.) в 
среде для устойчивой пролиферации ЭК EndoBoost 
(EB1, AppScience Products). После двух пассажей 
ЭК рассевали в 6-луночные планшеты (N-703001, 
Wuxi NEST Biotechnology Co., Ltd.) и культивиро-
вали до достижения конфлюэнтности. Пассажиро-
вание (пересев) ЭК осуществляли с использовани-
ем 0,25% раствора трипсина и этилендиаминтетра-
уксусной кислоты (трипсин-ЭДТА, П043п, ПанЭко) 
и 10% фетальной бычьей сыворотки (FBS-HI-11A, 
Capricorn Scientific) для ингибирования трипсина. 
Непосредственно перед проведением эксперимен-
тов сывороточную среду EndoBoost заменяли на 
бессывороточную среду для поддержания физиоло-
гического состояния ЭК EndoLife (EL1, AppScience 
Products) с промежуточным двукратным промыва-
нием ЭК фосфатно-солевым буфером по Дульбекко 
(DPBS или ФСБД, здесь и далее – без кальция и 
магния, 1.2.4.7., БиоЛот) для отмывки от остаточ-
ных компонентов фетальной бычьей сыворотки 
во избежание неспецифической кросс-реакции с 
бычьими антигенами при дот-блоттинге. Дисфунк-
цию эндотелия индуцировали посредством воздей-
ствия кальципротеиновых частиц (25 мкг кальция 
на 1 мл культуральной среды) или митомицина С 
(500 нг/мл) в соответствии с описанными ранее в 
статьях нашей группы протоколами [11, 12]. После 
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Таблица 1. Последовательности праймеров для количественной полимеразной цепной реакции после обратной транскрипции
Table 1. Primer sequences for reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction

Ген / Gene Прямой праймер / Direct primer Обратный праймер / Reverse primer

Провоспалительные цитокины / Pro-inflammatory cytokines
MIF 5′-GGTGTCCGAGAAGTCAGGCA-3′ 5′-GGGGCACGTTGGTGTTTACG-3′
IL6 5′-GGCACTGGCAGAAAACAACC-3′ 5′-GCAAGTCTCCTCATTGAATCC-3′

CXCL8 5′-CAGAGACAGCAGAGCACAC-3′ 5′-AGTTCTTTAGCACTCCTTGGC-3′
CCL2 5′-TTCTGTGCCTGCTGCTCATAG-3′ 5′-AGGTGACTGGGGCATTGATTG-3′
CCL5 5′-AGTGGCAAGTGCTCCAACCC-3′ 5′-TCAGCCGGGAGTCATACAGGA-3′
CCL20 5′-TGAAGGCTGTGACATCAATGCT-3′ 5′-CCATTCCAGAAAAGCCACAGTT-3′
CSF2 5′-AGCCTCACCAAGCTCAAGGG-3′ 5′-GGGGATGACAAGCAGAAAGTCC-3′
CSF3 5′-TCCAGGAGAAGCTGGTGAGTGA-3′ 5′-GAGCCCCTGGTAGAGGAAAAGG-3′

CXCL1 5′-GCTTGCCTCAATCCTGCATCC-3′ 5′-ACAATCCAGGTGGCCTCTGC-3′
CXCL5 5′-ATCTGCAAGTGTTCGCCATAGG-3′ 5′-TCCATGCGTGCTCATTTCTCTT-3′
CXCL10 5′-AGGAACCTCCAGTCTCAGCAC-3′ 5′-GGACAAAATTGGCTTGCAGGA-3′

PTX3 5′-GAACTTTGCGTCTCTCCAGCAA-3′ 5′-AGAGCTTGTCCCATTCCGAGT-3′
Молекулы клеточной адгезии (рецепторы эндотелиальных клеток для лейкоцитов) / 

Cell adhesion molecules (endothelial cell receptors for leukocytes)
VCAM1 5’-CGTCTTGGTCAGCCCTTCCT-3’ 5’-ACATTCATATACTCCCGCATCCTTC-3’
ICAM1 5’-TTGGGCATAGAGACCCCGTT-3’ 5’-GCACATTGCTCAGTTCATACACC-3’
SELE 5’-GCACAGCCTTGTCCAACC-3’ 5’-ACCTCACCAAACCCTTCG-3’
SELP 5′-ATGGGTGGGAACCAAAAAGG-3′ 5′-GGCTGACGGACTCTTGATGTAT-3′

Транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода / 
Endothelial-to-mesenchymal transition transcription factors

SNAI1 5’-CAGACCCACTCAGATGTCAAGAA-3’ 5’-GGGCAGGTATGGAGAGGAAGA-3’
SNAI2 5’-ACTCCGAAGCCAAATGACAA-3’ 5’-CTCTCTCTGTGGGTGTGTGT-3’

TWIST1 5’-GTCCGCAGTCTTACGAGGAG-3’ 5’-GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT-3’
ZEB1 5’-GATGATGAATGCGAGTCAGATGC-3’ 5’-ACAGCAGTGTCTTGTTGTTGT-3’

Маркеры эндотелиального фенотипа / Endothelial phenotype genes
NOS3 5′-GTGATGGCGAAGCGAGTGAAG-3′ 5′-CCGAGCCCGAACACACAGAAC-3′
VWF 5′-CCTTGACCTCGGACCCTTATG-3′ 5′-GATGCCCGTTCACACCACT-3′

Гены «домашнего хозяйства» / Housekeeping genes
ACTB 5′-CATCGAGCACGGCATCGTCA-3′ 5′-TAGCACAGCCTGGACAGCAAC-3′

GAPDH 5′-AGCCACATCGCTCAGACAC-3′ 5′-GCCCAATACGACCAAATCC-3′
B2M 5′-TCCATCCGACATTGAAGTTG-3′ 5′-CGGCAGGCATACTCATCTT-3′

клеток для каждой культуры. После достижения 
конфлюэнтности клетки лизировали тризолом 
(15596018, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) с по-
следующим выделением РНК при помощи набора 
Purelink RNA Micro Scale Kit (12183016, Invitrogen) 
с сопутствующей обработкой ДНКазой (DNASE70, 
Sigma-Aldrich). Контроль качества РНК осущест-
вляли с помощью набора RNA 6000 Pico Kit (5067–
1513, Agilent) на приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent) 
по индексу целостности РНК (RNA integrity number, 
RIN). Оценку количества выделенной РНК прово-
дили на спектрофотометре NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific) и флюориметре Qubit 4 (Invitrogen). Для 
1 мкг выделенной РНК проводили деплецию рРНК 
посредством набора RiboCop rRNA Depletion Kit 
V1.2 (037.96, Lexogen) с дальнейшим констру-
ированием ДНК-библиотек при помощи набора 
SENSE Total RNA-Seq Library Prep Kit (042.96). 
Для каждого образца РНК использовали опреде-
ленный баркод. Качество полученных ДНК-би-
блиотек анализировали с помощью набора High 

Количественный анализ уровней мРНК в лизате 
ЭК человека (гены провоспалительных цитокинов: 
MIF, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, 
CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3, гены рецепторов 
эндотелиальных клеток для лейкоцитов: VCAM1, 
ICAM1, SELE, SELP, гены транскрипционных фак-
торов эндотелиально-мезенхимального перехода: 
SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1, гены эндотелиально-
го фенотипа: NOS3 и VWF проводили с использо-
ванием метода 2−ΔΔCt, пересчитывая уровни транс-
криптов генов интереса относительно экспрессии 
референсных генов (ACTB, GAPDH и B2M в пер-
вом эксперименте; PECAM1 во втором экспери-
менте) и относительно группы сравнения (ЭК-КА). 
Использованные в исследовании пары праймеров 
представлены в табл. 1.

Полнотранскриптомное секвенирование
Для полнотранскриптомного секвенирования 

(RNA-seq) использовали ЭК-КА (в трех незави-
симых экспериментах) в количестве 1,000,000 
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Таблица 2. Денситометрический полуколичественный 
анализ результатов измерения уровня цитокинов (метод 
дот-блот-профилирования, хемилюминесцентная съемка) 
в предварительно центрифугированной (2000 × g) 
обогащенной (в 6 раз) бессывороточной культуральной 
среде от первичных эндотелиальных клеток коронарной 
артерии (ЭК-КА) и внутренней грудной артерии (ЭК-
ВГА) человека, инкубированных в течение 24 часов после 
достижения конфлюэнтности
Table 2. Semi-quantitative analysis of cytokine levels (dot blot 
profiling, chemiluminescent imaging, densitometry analysis) in 
the pre-centrifuged (2000 × g) and enriched (6-fold) serum-free 
cell culture supernatant from primary human coronary artery 
endothelial cells (HCAEC) and human internal thoracic artery 
endothelial cells (HITAEC) incubated for 24 hours

Место на 
мембране 
/ Position 

on the 
membrane

Анализируемая 
молекула / 

Analyte

Номер 
гена / 
Gene 

number

ЭК-
КА / 

HCAEC

ЭК-
ВГА / 

HITAEC

A7,8 Angiogenin 283 37023 38850
B13,14 Cystatin C 1471 11881 20601
B15,16 Dkk-1 22943 37294 38247
B17,18 DPP4 1803 23357
B19,20 EGF 1950 26090 42898

B21,22 CD147/Basigin/
EMMPRIN 682 21374 27241

C3,4 ENA-78/CXCL5 6374 10837

C5,6 Endoglin/ENG/
CD105 2022 11641 26854

C13,14 FGF-19 9965 4886
C19,20 GDF-15 9518 32577 39695
C21,22 GM-CSF 1437 3540
D1,2 Groα/CXCL1 2919 30422 29867
D5,6 HGF 3082 7495
E7,8 IL-8/CXCL8 3576 38172 41190

E21,22 IL-17A 3605 7516
E23,24 IL-18 Bpa 10068 16061 19246
F19,20 IP-10/CXCL10 3627 1418
F21,22 I-TAC/CXCL11 6373 6238
G7,8 MCP-1/CCL2 6347 31066 29559

G11,12 M-CSF 1435 2584
G13,14 MIF 4282 32226 29422
G19,20 MIP-3α/CCL20 6364 9923

H5,6 PDGF-AA 5154 33986 27758
H7,8 PDGF-AB/BB 5154/5155 6311 23456

H9,10 Pentraxin-3 5806 10643
H15,16 RANTES/CCL5 6352 30811
H23,24 SDF-1α/CXCL12 6387 4528

I1,2 PAI-1/Serpin E1 5054 39036 41274
I5,6 ST2 9173 4778 13812
I9,10 TFF3 7033 35219

I15,16 Thrombospondin-1 
/TSP-1 7057 15253 22241

I19,20 uPAR 5329 19750 25473
I21,22 VEGF 7422 37348
J7,8 PECAM-1/CD31 5175 42458 37240

J11,12 VCAM-1/CD106 7412 29356

Sensitivity DNA Kit (5067-4626, Agilent) на приборе 
Bioanalyzer 2100 (Agilent). Концентрацию ДНК-би-
блиотек определяли с помощью количественной 
полимеразной цепной реакции с детекцией резуль-
тата в реальном времени на амплификаторе CFX96 
Touch (Bio-Rad). Далее ДНК-библиотеки смешива-
ли эквимолярно и секвенировались на платформе 
HiSeq 2000 (Illumina) с длиной парно-концевых 
прочтений 2 × 125 нуклеотидов. Полученные про-
чтения фильтровали по качеству (QV > 20), длине 
(> 20) и удаляли адаптерные последовательности с 
помощью программы TrimGalore v.0.4.4 (Babraham 
Bioinformatics). После фильтрации среднее количе-
ство прочтений превышало 10 млн. Картирование 
прочтений на геном человека (hg38) с аннотацией 
Ensembl (v.38.93) проводилось с использованием 
программы CLC GW 11.0 (Qiagen) со следующи-
ми параметрами: Similarity fraction = 0,8, Length 
fraction = 0,8, Mismatch cost = 2, Insertion cost = 
3, Deletion cost = 3. Биоинформатический анализ 
проводили с использованием следующих метрик: 
кратность изменения экспрессии (fold change), ко-
личество транскриптов генов интереса на милли-
он прочтений при базальной активности (то есть 
в контрольной группе, TPMCtrl) и при дисфункции 
эндотелия (TPMDysf).

Статистический анализ
Статистический анализ проводили в программе 

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software). При анализе 
результатов ОТ-кПЦР данные представляли в виде 
среднего арифметического и стандартного откло-
нения от среднего, а статистическую значимость 
различий между группами оценивали при помощи 
критерия Краскела-Уоллиса с поправкой на множе-
ственные сравнения по критерию Данна (статисти-
чески значимыми считали значения p ≤ 0,05).

Результаты
На первом этапе исследования был проведен 

анализ содержания провоспалительных цитокинов 
в культуральной среде от ЭК-КА и ЭК-ВГА. Для вы-
полнения данной задачи было проведено одновре-
менное измерение 109 провоспалительных цитоки-
нов методом дот-блоттинга, что позволило детекти-
ровать фактор ингибирования миграции макрофа-
гов (MIF), интерлейкин-6 (IL-6), интерлейкин-8 (IL-
8/CXCL8), фактор привлечения моноцитов (MCP-1/
CCL2), RANTES/CCL5, воспалительный белок 
макрофагов-3β (MIP-3β/CCL19), воспалительный 
белок макрофагов-3α (MIP-3α/CCL20), гранулоци-
тарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор (GM-CSF), гранулоцитарный колониести-
мулирующий фактор (G-CSF), хемокины GROα/
CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-10/CXCL10, I-TAC/
CXCL11 и SDF-1α/CXCL12, пентраксин-3 (PTX3) 
и интерлейкин-17А (IL-17A, рисунок, табл. 2).
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Анализ содержания провоспалительных цитокинов в предварительно центрифугированной (2000 × g) обогащенной (в 6 раз) 
бессывороточной культуральной среде от первичных эндотелиальных клеток коронарной артерии (ЭК-КА) и внутренней 
грудной артерии (ЭК-ВГА), инкубированных в течение 24 часов после достижения конфлюэнтности. Дот-блоттинг. Сверху: 
результаты хемилюминесцентной детекции цитокинов на мембранах. Снизу: расположение провоспалительных цитокинов на 
мембранах. Провоспалительные цитокины выделены розовым цветом, ангиогенные молекулы – красным цветом, протромбо-
тические молекулы – зеленым цветом, растворимые формы эндотелиальных рецепторов – желтым цветом, прочие молекулы 
– голубым цветом
Measurement of pro-inflammatory cytokines in the pre-centrifuged (2000 × g) and enriched (6-fold) serum-free cell culture 
supernatant from primary human coronary artery endothelial cells (HCAEC) and human internal thoracic artery endothelial cells 
(HITAEC) incubated for 24 hours. Left: chemiluminescent detection of cytokines on the dot blot membranes. Right: distribution of pro-
inflammatory cytokines on the dot blot membranes. Pro-inflammatory cytokines are marked pink, angiogenic molecules are marked 
red, pro-thrombotic molecules are marked green, soluble endothelial receptors are marked yellow, other molecules are marked blue

эндотелиально-мезенхимального перехода SNAI1, 
SNAI2, TWIST1 и ZEB1, ассоциированной с про-
воспалительной активацией эндотелия по данным 
наших предыдущих работ (табл. 3). Результаты 
второго эксперимента показали существенно боль-
шую выраженность провоспалительной активации 
ЭК-КА в сравнении c ЭК-ВГА (табл. 4). В частно-
сти, в ЭК-КА наблюдалось повышение экспрессии 
генов MIF, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CSF3, CXCL1, 
CXCL5, CXCL10, PTX3, VCAM1, SELE и SELP и по-
вышение экспрессии всех вышеупомянутых генов 
транскрипционных факторов эндотелиально-ме-
зенхимального перехода при снижении всего лишь 
двух генов провоспалительных цитокинов (CCL20 
и CSF2, табл. 4). В совокупности данные резуль-
таты свидетельствовали о более выраженной про-
воспалительной активности ЭК-КА в сравнении с 
ЭК-ВГА, что вполне согласуется с меньшей устой-
чивостью КА к развитию атеросклероза в сравне-
нии с ВГА.

Далее было выполнено ранжирование генов 
провоспалительных цитокинов друг относительно 
друга по четырем выборкам (ЭК-КА и ЭК-ВГА из 
двух экспериментов). Шестью наиболее экспресси-
руемыми ЭК-КА и ЭК-ВГА генами цитокинов были 
MIF (кодирующий фактор ингибирования мигра-

Помимо провоспалительных цитокинов, такой спо-
соб анализа позволил детектировать про-ангиоген-
ные молекулы (ангиогенин, DKK-1, FGF-19, GDF-
15, HGF, IGFBP2, IGFBP-3, PDGF-AA, PDGF-AB/
BB, TFF3), про-тромботические молекулы (PAI-1, 
TSP-1 и растворимая форма uPAR), а также рас-
творимые формы эндотелиальных мембранных ре-
цепторов (PECAM1/CD31, ENG/CD105, VCAM1/
CD106, BSG/CD147, рисунок, табл. 2).

Для дальнейшего сравнения провоспалитель-
ного статуса ЭК-КА (выделенных из часто пора-
жаемой атеросклерозом коронарной артерии) и 
ЭК-ВГА (выделенных из часто поражаемой ате-
росклерозом внутренней грудной артерии) в двух 
независимых экспериментах был выполнен анализ 
их генной экспрессии методом ОТ-кПЦР. Резуль-
таты первого эксперимента продемонстрировали 
сопоставимый уровень экспрессии генов провос-
палительных цитокинов и рецепторов эндотели-
альных клеток для лейкоцитов в ЭК-КА и ЭК-ВГА, 
при этом в ЭК-КА был повышен уровень экспрес-
сии генов MIF, IL6, CCL5, CSF3, CXCL1 и SELP и 
снижен уровень экспрессии генов CXCL8, CCL20, 
CSF2, CXCL10, VCAM1, ICAM1 и SELE (табл. 3). 
Также ЭК-КА характеризовались повышенной 
экспрессией генов транскрипционных факторов 
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CXCL8

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,03712 0,13960

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,02600 0,05609

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,27 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

CCL2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,75140 0,89080

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,65020 0,40720

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,84 1,00

Значение P / P value 0,1516 1,000

CCL5

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00041 0,00009

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00053 0,00008

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 4,57 1,00

Значение P / P value 0,1011 1,000

CCL20

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00031 0,00193

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00046 0,00157

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,16 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

CSF2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00032 0,00133

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00041 0,00235

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,24 1,00

Значение P / P value 0,0224 1,000

CSF3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00233 0,00020

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00861 0,00015

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 11,85 1,00

Значение P / P value 0,8384 1,000

CXCL1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,12670 0,06468

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,05625 0,02791

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 1,96 1,00

Значение P / P value 0,0004 1,000

CXCL5

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00045 0,00034

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00063 0,00037

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 1,31 1,00

Значение P / P value 0,6395 1,000

CXCL10

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00030 0,01246

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00035 0,04705

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,02 1,00

Значение P / P value 0,0376 1,000

PTX3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,16040 0,11770

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,18570 0,06001

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 1,36 1,00

Значение P / P value 0,5010 1,000

VCAM1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00024 0,00030

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00056 0,00024

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,81 1,00

Значение P / P value 0,0132 1,000

Таблица 3. Результаты первого эксперимента по анализу генной 
экспрессии первичных эндотелиальных клеток коронарной 
артерии (ЭК-КА) и внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА) 
человека, инкубированных в бессывороточной культуральной 
среде в течение 24 часов после достижения конфлюэнтности. 
Количественная полимеразная цепная реакция после обратной 
транскрипции, нормализация на три референсных гена (ACTB, 
GAPDH, B2M). Относительный уровень экспрессии (ΔCt, 
среднее арифметическое и стандартное отклонение), ранг 
(ранжирование ЭК-КА и ЭК-ВГА по относительному уровню 
экспрессии друг относительно друга), кратность изменения 
экспрессии и статистическая значимость различий (значение 
вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу P) генов, 
кодирующих провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, 
CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL5, 
CXCL10, PTX3), провоспалительные молекулы клеточной 
адгезии (рецепторы эндотелиальных клеток для лейкоцитов 
VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), транскрипционные факторы 
эндотелиально-мезенхимального перехода (SNAI1, SNAI2, 
TWIST1, ZEB1) и маркер эндотелиального фенотипа (NOS3). 
U-критерий Манна–Уитни. Статистически значимые различия 
(кратности изменения экспрессии и соответствующие им 
значения P) помечены пурпурно-розовым цветом (в случае 
кратности изменения экспрессии ≥ 2,00 и P ≤ 0,05), бледно-
розовым цветом (в случае кратности изменения экспрессии ≥ 
2,00 и 0,10 ≤ P ≤ 0,05 либо кратности изменения экспрессии 
2,00 < FC < 1,00 и P ≤ 0,05), темно-зеленым цветом (в случае 
кратности изменения экспрессии ≤ 0,50 и P ≤ 0,05) и светло-
зеленым цветом (в случае кратности изменения экспрессии ≤ 
0,50 и 0,10 ≤ P ≤ 0,05 либо кратности изменения экспрессии 
1,00 < FC < 0,50 и P ≤ 0,05) и выделены жирным шрифтом
Table 3. Analysis of the gene expression in the primary human 
coronary artery endothelial cells (HCAEC) and human internal 
thoracic artery endothelial cells (HITAEC) incubated in the serum-
free cell culture medium for 24 hours after reaching the confluence. 
The results of the first experiment. Reverse transcription-quantitative 
polymerase chain reaction, normalisation by three reference 
genes (ACTB, GAPDH, and B2M). Relative expression level 
(ΔCt, arithmetic mean and the standard deviation), rank (ranking 
of HCAEC and HITAEC by the relative expression level), fold 
change, and statistical significance (P value) of the genes encoding 
pro-inflammatory cytokines (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, 
CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL5, CXCL10, and PTX3), pro-
inflammatory cell adhesion molecules (VCAM1, ICAM1, SELE, and 
SELP), endothelial-to-mesenchymal transition transcription factors 
(SNAI1, SNAI2, TWIST1, and ZEB1), and endothelial phenotype 
marker (NOS3). Mann–Whitney U-test. Statistically significant 
differences (fold change and the corresponding P values) are marked 
bright pink (fold change ≥ 2,00 and P value < 0,05), pale pink (fold 
change ≥ 2,00 and P value 0,10 ≤ P ≤ 0,05, or fold change 2,00 < 
FC < 1,00 and P ≤ 0,05), dark green (fold change ≤ 0,50 and P value 
< 0,05) and light green (fold change ≤ 0,50 and P value 0,10 ≤ P ≤ 
0,05, or fold change 1,00 < FC < 0,50 and P ≤ 0,05) and marked bold

Ген / 
Gene

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean

ЭК-КА / 
HCAEC

ЭК-
ВГА / 

HITAEC

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation

Ранг / Rank
Кратность изменения / Fold change

Значение P / P value

MIF

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,38530 0,27530

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,16600 0,15760

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 1,40 1,00

Значение P / P value 0,0266 1,000

IL6

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,01818 0,00847

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,01306 0,00432

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 2,15 1,00

Значение P / P value 0,0034 1,000
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Таблица 4. Результаты второго эксперимента по анализу 
генной экспрессии первичных эндотелиальных клеток 
коронарной артерии (ЭК-КА) и внутренней грудной артерии 
(ЭК-ВГА) человека, инкубированных в бессывороточной 
культуральной среде в течение 24 часов после достижения 
конфлюэнтности. Количественная полимеразная цепная 
реакция после обратной транскрипции, нормализация на три 
референсных гена (ACTB, GAPDH, B2M). Относительный 
уровень экспрессии (ΔCt, среднее арифметическое и 
стандартное отклонение), ранг (ранжирование ЭК-КА 
и ЭК-ВГА по относительному уровню экспрессии друг 
относительно друга), кратность изменения экспрессии 
и статистическая значимость различий (значение 
вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу P) генов, 
кодирующих провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, 
CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL5, 
CXCL10, PTX3), провоспалительные молекулы клеточной 
адгезии (рецепторы эндотелиальных клеток для лейкоцитов 
VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), транскрипционные факторы 
эндотелиально-мезенхимального перехода (SNAI1, SNAI2, 
TWIST1, ZEB1) и маркеры эндотелиального фенотипа 
(NOS3, VWF). Критерий Краскела-Уоллиса с последующей 
поправкой на множественные сравнения по критерию 
Данна. Статистически значимые различия (кратности 
изменения экспрессии и соответствующие им значения P) 
помечены пурпурно-розовым цветом (в случае кратности 
изменения экспрессии ≥ 2,00 и P ≤ 0,05), бледно-розовым 
цветом (в случае кратности изменения экспрессии ≥ 2,00 
и 0,10 ≤ P ≤ 0,05 либо кратности изменения экспрессии 
2,00 < FC < 1,00 и P ≤ 0,05), темно-зеленым цветом (в 
случае кратности изменения экспрессии ≤ 0,50 и P ≤ 0,05) 
и светло-зеленым цветом (в случае кратности изменения 
экспрессии ≤ 0,50 и 0,10 ≤ P ≤ 0,05 либо кратности 
изменения экспрессии 1,00 < FC < 0,50 и P ≤ 0,05) и 
выделены жирным шрифтом
Table 4. Analysis of the gene expression in the primary 
human coronary artery endothelial cells (HCAEC) and human 
internal thoracic artery endothelial cells (HITAEC) incubated 
in the serum-free cell culture medium for 24 hours after 
reaching the confluence. The results of the second experiment. 
Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction, 
normalisation by three reference genes (ACTB, GAPDH, and 
B2M). Relative expression level (ΔCt, arithmetic mean and the 
standard deviation), rank (ranking of HCAEC and HITAEC 
by the relative expression level), fold change, and statistical 
significance (P value) of the genes encoding pro-inflammatory 
cytokines (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, 
CSF2, CSF3, CXCL5, CXCL10, and PTX3), pro-inflammatory 
cell adhesion molecules (VCAM1, ICAM1, SELE, and SELP), 
endothelial-to-mesenchymal transition transcription factors 
(SNAI1, SNAI2, TWIST1, and ZEB1), and endothelial phenotype 
markers (NOS3 and VWF). Mann-Whitney U-test. Statistically 
significant differences (fold change and the corresponding P 
values) are marked bright pink (fold change ≥ 2,00 and P value 
< 0,05), pale pink (fold change ≥ 2,00 and P value 0,10 ≤ P ≤ 
0,05, or fold change 2,00 < FC < 1,00 and P ≤ 0,05), dark green 
(fold change ≤ 0,50 and P value < 0,05) and light green (fold 
change ≤ 0,50 and P value 0,10 ≤ P ≤ 0,05, or fold change 1,00 
< FC < 0,50 and P ≤ 0,05) and marked bold

Ген / 
Gene

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean

ЭК-КА / 
HCAEC

ЭК-
ВГА / 

HITAEC

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation

Ранг / Rank
Кратность изменения / Fold change

Значение P / P value

MIF

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 2,80800 0,29990

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,98100 0,08559

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 9,36 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

ции макрофагов), CCL2 (кодирующий фактор при-
влечения моноцитов MCP-1), PTX3 (кодирующий 
пентраксин-3), CXCL1 (кодирующий одноименный 
хемокин), CXCL8 (кодирующий интерлейкин-8) 
и IL6 (кодирующий интерлейкин-6, табл. 5). Пер-
вое и второе место по экспрессии во всех указан-
ных выборках ЭК занимали либо MIF, либо CCL2; 
лишь в одной из четырех выборок экспрессия гена 
PTX3 незначительно превышала экспрессию гена 
CCL2 (табл. 5). Экспрессия вышеперечисленных 
шести генов была стабильно выше шести осталь-
ных (CSF2, CXCL10, CXCL5, CCL20, CSF3, CCL5), 
за исключением гена IL6, экспрессия которого в 

ICAM1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,01485 0,03378

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00658 0,02131

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,44 1,00

Значение P / P value 0,0012 1,000

SELE

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00557 0,05953

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00260 0,03510

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,09 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

SELP

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00770 0,00091

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00675 0,00058

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 8,42 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000
Сумма рангов / Total rank sum 24 24

SNAI1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,01677 0,00490

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,01008 0,00204

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 3,42 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

SNAI2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,01289 0,00092

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,01027 0,00072

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 13,99 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

TWIST1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00148 0,00042

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00120 0,00043

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 3,49 1,00

Значение P / P value 0,0165 1,000

ZEB1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,23760 0,14380

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,12000 0,06864

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 1,65 1,00

Значение P / P value 0,0293 1,000

NOS3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00937 0,00313

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00635 0,00184

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 2,99 1,00

Значение P / P value 0,0002 1,000
Сумма рангов / Total rank sum 5 10
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IL6

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00722 0,00443

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00288 0,00156

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 1,63 1,00

Значение P / P value 0,0016 1,000

CXCL8

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,13300 0,02943

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,05722 0,01748

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 4,52 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

CCL2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 1,10700 0,30960

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,31680 0,07589

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 3,58 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

CCL5

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00252 0,00117

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00143 0,00083

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 2,16 1,00

Значение P / P value 0,0021 1,000

CCL20

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00130 0,00284

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00079 0,00537

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,46 1,00

Значение P / P value 0,8841 1,000

CSF2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00420 0,02798

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00323 0,01393

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,15 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

CSF3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00307 0,00047

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00238 0,00035

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 6,52 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

CXCL1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,37560 0,05433

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,09999 0,01558

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 6,91 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

CXCL5

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00642 0,00013

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00786 0,00009

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 47,78 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

CXCL10

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00700 0,00095

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00499 0,00093

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 7,41 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

PTX3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 1,12200 0,02251

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,29850 0,02664

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 49,84 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

VCAM1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00200 0,00039

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00148 0,00031

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 5,14 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

ICAM1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,05398 0,06455

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,05098 0,02816

Ранг / Rank 2 1
Кратность изменения / Fold change 0,84 1,00

Значение P / P value 0,1341 1,000

SELE

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00478 0,00182

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00367 0,00069

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 2,63 1,00

Значение P / P value 0,0027 1,000

SELP

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,01192 0,00498

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,01310 0,00230

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 2,40 1,00

Значение P / P value 0,4812 1,000
Сумма рангов / Total rank sum 19 29

SNAI1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,05948 0,00174

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,02135 0,00079

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 34,26 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

SNAI2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,01624 0,00032

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00881 0,00028

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 51,10 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

TWIST1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,00192 0,00013

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,00103 0,00006

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 14,61 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

ZEB1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,31580 0,04685

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,26270 0,02083

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 6,74 1,00

Значение P / P value 0,0004 1,000

NOS3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 0,15990 0,01757

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 0,05965 0,00564

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 9,10 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000

VWF

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, 
arithmetic mean 9,92400 1,17100

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, 
standard deviation 3,27900 0,24520

Ранг / Rank 1 2
Кратность изменения / Fold change 8,47 1,00

Значение P / P value < 0,0001 1,000
Сумма рангов / Total rank sum 6 12
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сии не отличался от такового при ОТ-кПЦР, табл. 
6). Остальные гены (CSF3, IL6, CXCL5, CXCL12, 
CXCL11, CCL5, CXCL10, CSF2, CCL20) обладали 
существенно меньшей экспрессией, при этом ген 
IL6 также находился в середине данного списка по 
интенсивности экспрессии (табл. 6). Сравнитель-
ный анализ экспрессии данных генов в дисфунк-
циональных и контрольных ЭК выявил повышение 
кратности изменения экспрессии ≥ 2 применитель-
но к 8 генам из 14 (CXCL1, CXCL8, CXCL5, CXCL11, 
CCL5, CXCL10, CSF2 и CCL20), а также превыша-
ющую 1,5 кратность изменения экспрессии у еще 
трех генов (CSF3, IL6 и CCL2, табл. 6).

Более широкий биоинформатический анализ 
выявил 40 генов цитокинов, экспрессированных в 
контрольных и дисфункциональных ЭК. Помимо 
вышеуказанных (MIF, CCL2, PTX3, CXCL1, CXCL8, 
CSF3, IL6), в число генов наиболее экспрессиро-

двух выборках уступала экспрессии генов CSF2 и 
CXCL10 (табл. 5).

С целью дополнительного изучения экспрессии 
генов 14 цитокинов, определяемых в культураль-
ной среде от ЭК-КА и ЭК-ВГА при дот-блоте (IL6, 
CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, 
CSF3, CXCL5, CXCL10, CXCL11, CXCL12 и PTX3), 
было проведено полнотранскриптомное секвениро-
вание (RNA-seq) ДНК-библиотек, подготовленных 
после деплеции рРНК в образцах РНК, выделенной 
из лизата ЭК-КА. Проведенный биоинформатиче-
ский анализ массивов данных полнотранскриптом-
ного секвенирования (табл. 6) подтвердил резуль-
таты анализа генной экспрессии, полученные ме-
тодом ОТ-кПЦР (табл. 5): наиболее экспрессируе-
мыми генами провоспалительных цитокинов из вы-
шеперечисленных были MIF, CCL2, PTX3, CXCL1 и 
CXCL8 (при этом относительный ранг их экспрес-

Таблица 5. Ранжирование генов провоспалительных цитокинов (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, 
CSF3, CXCL5, CXCL10, PTX3) по уровню экспрессии в первичных эндотелиальных клетках коронарной артерии (ЭК-КА) и 
внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА) инкубированных в бессывороточной культуральной среде в течение 24 часов после 
достижения конфлюэнтности. Количественная полимеразная цепная реакция после обратной транскрипции. Относительный 
уровень экспрессии (ΔCt, среднее арифметическое, нормализация на три референсных гена (ACTB, GAPDH, B2M) и ранг 
(ранжирование генов по относительному уровню экспрессии друг относительно друга)
Table 5. Ranking of genes encoding pro-inflammatory cytokines (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, 
CXCL5, CXCL10, and PTX3) by expression level in primary human coronary artery endothelial cells (HCAEC) and human internal 
thoracic artery endothelial cells (HITAEC) incubated in the serum-free cell culture medium for 24 hours after reaching the confluence. 
Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction, relative expression level (ΔCt, arithmetic mean, normalisation by the 
reference genes ACTB, GAPDH, and B2M) and rank (ranking of the genes by the relative expression level)

Ген / 
Gene

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic 
mean

ЭК-КА 
Эксп-т 1 / 
HCAEC 
Exper. 1

ЭК-ВГА
Эксп-т 1 / 
HITAEC 
Exper. 1

ЭК-КА 
Эксп-т 2 
/ HCAEC 
Exper. 2

ЭК-ВГА
Эксп-т 2 / 
HITAEC 
Exper. 2

Среднее / 
Average

Ранг / Rank

MIF
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,38530 0,27530 2,80800 0,29990 0,94213

Ранг / Rank 2 2 1 2 1

CCL2
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,75140 0,89080 1,10700 0,30960 0,76470

Ранг / Rank 1 1 3 1 2

PTX3
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,16040 0,11770 1,12200 0,02251 0,35565

Ранг / Rank 3 4 2 6 3

CXCL1
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,12670 0,06468 0,37560 0,05433 0,15533

Ранг / Rank 4 5 4 3 4

CXCL8
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,03712 0,13960 0,13300 0,02943 0,08479

Ранг / Rank 5 3 5 4 5

IL6
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,01818 0,00847 0,00722 0,00443 0,00958

Ранг / Rank 6 7 6 7 6

CSF2
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00032 0,00133 0,00420 0,02798 0,00846

Ранг / Rank 10 9 9 5 7

CXCL10
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00030 0,01246 0,00700 0,00095 0,00518

Ранг / Rank 12 6 7 10 8

CXCL5
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00045 0,00034 0,00642 0,00013 0,00184

Ранг / Rank 8 10 8 12 9

CCL20
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00031 0,00193 0,00130 0,00284 0,00160

Ранг / Rank 11 8 12 8 10

CSF3
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00233 0,00020 0,00307 0,00047 0,00152

Ранг / Rank 7 11 10 11 11

CCL5
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00041 0,00009 0,00252 0,00117 0,00105

Ранг / Rank 9 12 11 9 12
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Таблица 6. Результаты анализа полнотранскриптомного 
секвенирования первичных эндотелиальных клеток 
коронарной артерии человека (ЭК-КА), инкубированных 
в бессывороточной культуральной среде в течение 24 
часов после достижения конфлюэнтности. Количество 
транскриптов генов интереса (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, 
MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL5, CXCL10, CXCL11, 
CXCL12, PTX3) на миллион прочтений (transcripts per million, 
TPM) и кратность изменения экспрессии (fold change) при 
сравнительном анализе дисфункциональных и контрольных 
клеток. Гены с кратностью изменения экспрессии 2,00 < FC 
< 1,50 выделены светло-желтым цветом, гены с кратностью 
изменения экспрессии ≥ 2,00 – темно-желтым цветом
Table 6. Analysis of the whole transcriptome sequencing 
(RNA sequencing, RNA-seq) of primary human coronary 
artery endothelial cells (HCAEC) and human saphenous vein 
endothelial cells (HSaVEC) incubated in the serum-free cell 
culture medium for 24 hours after reaching the confluence. 
Transcripts of IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, 
CSF2, CSF3, CXCL5, CXCL10, CXCL11, CXCL12, and PTX3 
genes per million (TPM) and fold change during the analysis 
of dysfunctional and intact ECs. Genes with fold change 2,00 < 
FC < 1,50 and ≥ 2,00 are marked light yellow and dark yellow, 
respectively

Ген / 
Gene

Среднее 
значение 

количества 
транскриптов 
на миллион 
прочтений в 
контрольной 
группе / Mean 

TPM in the 
intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов 
на миллион 
прочтений 
в группе 

дисфункции 
эндотелия / 

Mean TPM in the 
dysfunctional ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

MIF 1 745,61 653,63 0,37
CCL2 1 016,46 1 580,36 1,55
PTX3 298,34 390,25 1,31

CXCL1 165,17 440,92 2,67
CXCL8 45,56 322,49 7,08
CSF3 7,64 14,17 1,85
IL6 4,97 9,02 1,82

CXCL5 3,82 45,20 11,82
CXCL12 2,78 2,77 1,00
CXCL11 1,44 8,05 5,60

CCL5 1,01 32,58 32,41
CXCL10 0,32 0,66 2,08

CSF2 0,28 17,37 61,26

CCL20 0,27 6,15 22,43

зом, правомерно говорить о том, что артериальные 
ЭК экспрессируют около 40 цитокинов, из которых 
около 24 характеризуются повышенной экспресси-
ей при провоспалительной активации эндотелия 
(табл. 7). При этом значения TPM в контрольной 
группе (TPMCtrl) > 2,5 (условно говорящие об экс-
прессии, относительно стабильно детектируемой 
при ОТ-кПЦР) также наблюдались для 24 генов ци-
токинов (MIF, CCL2, PTX3, IL32, CXCL1, TGFB1, 
LTB, CXCL8, CSF1, CCL14, TGFB2, IL33, CXCL16, 
CXCL2, IL1A, CSF3, IL6, IL17D, CXCL3, CXCL6, 
IL12A, CXCL5, TGFB3 и CXCL12), из которых лишь 
у 14 генов отмечалась повышенная экспрессия 
при дисфункции эндотелия (CCL2, IL32, CXCL1, 
TGFB1, LTB, CXCL8, CSF1, CXCL2, IL1A, CSF3, 
IL6, CXCL3, CXCL6 и CXCL5, табл. 7).

Аналогичный анализ рецепторных молекул кле-
точной адгезии выявил повышение кратности из-
менения экспрессии ≥ 2,00 в дисфункциональных 
ЭК в сравнении с контрольными для генов ICAM1 
(2,17), SELE (5,17), VCAM1 (4,09), CEACAM1 (6,83), 
ICAM4 (5,36), NCAM2 (3,99), MADCAM1 (20,77), 
ICAM5 (2,70), EPCAM (15,97), HEPACAM (13,64) и 
L1CAM (481,40), а также повышение кратности из-
менения экспрессии ≥ 1,50 для генов NRCAM (1,50) 
и ALCAM (1,97, табл. 7). Таким образом, повышен-
ной экспрессией при дисфункции артериальных ЭК 
характеризовались около 13 генов провоспалитель-
ных молекул клеточной адгезии, при этом значения 
TPMCtrl > 2,5 из них детектировались лишь для 5 
(ICAM1, NRCAM, ALCAM, SELE и VCAM1, табл. 7). 
Значения TPMCtrl > 2,5 детектировались для такого 
же количества генов данного класса, хотя состав их 
был несколько другим (PECAM1, MCAM, ICAM2, 
ICAM1, NRCAM, CERCAM, ALCAM, SELE, SELP, 
BCAM, CEACAM19, ICAM3 и VCAM1).

В завершение работы был проведен анализ про-
чих генов сигнальных путей врожденного иммун-
ного ответа, исключая проанализированные выше 
цитокины и молекулы клеточной адгезии. К таким 
генам были отнесены рецепторы распознавания 
паттернов, растворимые формы рецепторов к ци-
токинам, лиганды и рецепторы сигнального пути 
TNF, внутриклеточные белки провоспалительных 
сигнальных путей, белки сигнального пути интер-
феронов и белки теплового шока. Биоинформати-
ческий анализ результатов полнотранскриптомного 
секвенирования показал гиперэкспрессию (крат-
ность изменения экспрессии ≥ 1,50) 55 провоспа-
лительных генов в дисфункциональных ЭК (табл. 
8). Наибольшей гиперэкспрессией в дисфункцио-
нальных ЭК (кратностью изменения экспрессии ≥ 
4,00) среди данных генов обладали гены сигналь-
ного пути интерферонов IFI30, IFI44 и IFIT3 (крат-
ность изменения экспрессии 11,57, 4,93 и 4,45 соот-
ветственно), ген лиганда сигнального пути фактора 
некроза опухоли TNFSF9 (кратность изменения 

ванных цитокинов (антитела к которым не вхо-
дят в коммерческую панель для дот-блота на рис. 
1) вошли IL32, TGFB1, LTB, CSF1, CCL14, IL33, 
CXCL16, CXCL2 и IL1A (табл. 7). Кратность изме-
нения экспрессии ≥ 2,00 в дисфункциональных ЭК 
в сравнении с контрольными наблюдали в генах 
CSF2 (61,26), CCL5 (32,41), CCL20 (22,43), CXCL5 
(11,82), CXCL8 (7,08), CXCL3 (7,07), CXCL11 (5,60), 
IL1A (5,17), CXCL6 (4,91), IFNE (4,75), CCL16 
(4,63), CXCL2 (4,33), LTB (4,18), LTA (3,56), IL23A 
(3,01), CSF1 (2,70), CXCL1 (2,67) и CXCL10 (2,08); 
кратность изменения экспрессии < 2,00, но ≥ 1,50 – 
в генах CSF3 (1,85), IL6 (1,82), IL32 (1,72), TGFB1 
(1,61), CCL2 (1,55) и IL7 (1,50, табл. 7). Таким обра-
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Таблица 7. Результаты анализа полнотранскриптомного секвенирования первичных эндотелиальных клеток коронарной 
артерии человека (ЭК-КА), инкубированных в бессывороточной культуральной среде в течение 24 часов после достижения 
конфлюэнтности. Общее количество транскрибируемых в ЭК цитокинов. Количество транскриптов генов провоспалительных 
цитокинов и молекул клеточной адгезии на миллион прочтений (transcripts per million, TPM) и кратность изменения экспрессии 
(fold change) при сравнительном анализе дисфункциональных и контрольных клеток. Гены с кратностью изменения экспрессии 
2,00 < FC < 1,50 выделены светло-желтым цветом, гены с кратностью изменения экспрессии ≥ 2,00 – темно-желтым цветом
Table 7. Analysis of the whole transcriptome sequencing (RNA sequencing, RNA-seq) of primary human coronary artery endothelial 
cells (HCAEC) incubated in the serum-free cell culture medium for 24 hours after reaching the confluence. List of pro-inflammatory 
cytokines and cell adhesion molecules expressed in HCAEC and HITAEC. Transcripts of pro-inflammatory genes per million (TPM) 
and fold change during the analysis of dysfunctional and intact ECs. Genes with fold change 2,00 < FC < 1,50 and ≥ 2,00 are marked 
light yellow and dark yellow, respectively

Ген / Gene
Среднее значение количества транскриптов на 

миллион прочтений в контрольной группе / Mean 
TPM in the intact ECs

Среднее значение количества транскриптов на 
миллион прочтений в группе дисфункции эндотелия 

/ Mean TPM in the dysfunctional ECs

Кратность изменения 
экспрессии / Fold change

Провоспалительные цитокины / Pro-inflammatory cytokines
MIF 1745,61 653,63 0,37

CCL2 1016,46 1580,36 1,55
PTX3 298,34 390,25 1,31
IL32 237,37 407,54 1,72

CXCL1 165,17 440,92 2,67
TGFB1 91,48 147,15 1,61

LTB 69,76 291,91 4,18
CXCL8 45,56 322,49 7,08
CSF1 42,11 113,84 2,70

CCL14 34,68 26,50 0,76
TGFB2 27,12 6,55 0,24

IL33 21,80 2,09 0,10
CXCL16 15,01 7,03 0,47
CXCL2 13,70 59,35 4,33

IL1A 7,74 40,04 5,17
CSF3 7,64 14,17 1,85
IL6 4,97 9,02 1,82

IL17D 4,76 4,17 0,88
CXCL3 4,67 33,01 7,07
CXCL6 4,36 21,42 4,91
IL12A 4,35 3,38 0,78

CXCL5 3,82 45,20 11,82
TGFB3 3,36 2,04 0,61

CXCL12 2,78 2,77 1,00
TNF 1,73 1,32 0,76

CXCL11 1,44 8,05 5,60
IL15 1,38 1,49 1,08

CCL5 1,01 32,58 32,41
IL23A 0,89 2,69 3,01
IL16 0,69 0,23 0,33
TGFA 0,62 0,59 0,95

CCL28 0,54 0,04 0,07
CXCL10 0,32 0,66 2,08

IL7 0,31 0,47 1,50
CSF2 0,28 17,37 61,26
IFNE 0,28 1,35 4,75

CCL20 0,27 6,15 22,43
CCL16 0,25 1,15 4,63

IL34 0,21 0,19 0,89
IL17C 0,14 0,01 0,07
LTA 0,10 0,35 3,56

Молекулы клеточной адгезии / Cell adhesion molecules
PECAM1 2621,60 1643,26 0,63
MCAM 1407,90 1401,50 1,00
ICAM2 763,28 327,15 0,43
ICAM1 136,15 294,84 2,17
NRCAM 96,92 147,57 1,52

CERCAM 82,12 23,83 0,29
ALCAM 53,76 105,82 1,97
SELE 24,98 129,27 5,17
SELP 19,73 4,52 0,23
BCAM 15,47 19,45 1,26

CEACAM19 12,22 6,33 0,52
ICAM3 10,65 9,59 0,90
VCAM1 8,14 33,26 4,09

CEACAM1 2,25 15,36 6,83
CEACAM21 2,10 1,93 0,92

SELL 1,67 1,45 0,87
NCAM1 0,079 0,013 0,17
ICAM4 0,073 0,391 5,36
NCAM2 0,034 0,137 3,99

MADCAM1 0,021 0,438 20,77
ICAM5 0,006 0,016 2,70
EPCAM 0,005 0,078 15,97

HEPACAM 0,005 0,064 13,64
L1CAM 0,001 0,344 481,40
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многообразие провоспалительных молекул (MIF, 
IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, 
MIP-3β/CCL19, MIP-3α/CCL20, GM-CSF, G-CSF, 
GROα/CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-10/CXCL10, 
I-TAC/CXCL11, SDF-1α/CXCL12, PTX3 и IL-17A), 
что послужило обоснованием для верификации их 
синтеза при помощи ОТ-кПЦР и последующего 
расширенного скрининга посредством полнотранс-
криптомного секвенирования. 

Анализ генной экспрессии продемонстрировал 
наличие 24 генов цитокинов с TPMCtrl > 2,5 (MIF, 
CCL2, PTX3, IL32, CXCL1, TGFB1, LTB, CXCL8, 
CSF1, CCL14, TGFB2, IL33, CXCL16, CXCL2, IL1A, 
CSF3, IL6, IL17D, CXCL3, CXCL6, IL12A, CXCL5, 
TGFB3 и CXCL12) и 24 генов цитокинов с повы-
шением кратности изменения экспрессии ≥ 1,5 при 
провоспалительной дисфункции эндотелия (CSF2, 
CCL5, CCL20, CXCL5, CXCL8, CXCL3, CXCL11, 
IL1A, CXCL6, IFNE, CCL16, CXCL2, LTB, LTA, 
IL23A, CSF1, CXCL1, CXCL10, CSF3, IL6, IL32, 
TGFB1, CCL2 и IL7). В контексте планируемого 
создания наборов реагентов для определения со-
держания провоспалительных цитокинов методом 
дот-блоттинга (которые могут включить в себя ан-
титела к 22 молекулам в расширенном и к 11 моле-
кулам в упрощенном варианте) следует отметить, 
что лишь 14 генов цитокинов имели TPMCtrl > 2,5 
и кратность изменения экспрессии ≥ 1,5 (CCL2, 
IL32, CXCL1, TGFB1, LTB, CXCL8, CSF1, CXCL2, 
IL1A, CSF3, IL6, CXCL3, CXCL6 и CXCL5). В рам-
ках создания набора для определения содержания 
22 провоспалительных цитокинов (на основе спи-
ска из 24 цитокинов с повышенной экспрессией в 
дисфункциональных ЭК) представляется справед-
ливым исключить из этого перечня LTA и IL7 (в 
силу TPMCtrl и TPMDysf < 0,5). Таким образом, все 
остальные детектируемые при дот-блоттинге мо-
лекулы будут характеризоваться TPMCtrl и TPMDysf 
> 0,5 и кратностью изменения экспрессии ≥ 1,5 (в 
группе дисфункции эндотелия в сравнении с кон-
трольной). В отличие от панелей анализа генной 
экспрессии (где значение TPMCtrl > 2,5 представля-
ется необходимым для стабильной детекции коли-
чества транскриптов и адекватного расчета кратно-
сти изменения экспрессии), панели для дот-блота 
могут основываться скорее на сочетании кратности 
изменения экспрессии и величины TPMDysf (для на-
дежной детекции белка в культуральной среде от 
дисфункциональных клеток). Это позволяет вклю-
чить в панель для анализа провоспалительной ак-
тивации эндотелия методом дот-блоттинга антите-
ла к молекулам с TPMCtrl ≤ 1, но кратностью изме-
нения экспрессии > 20 и TPMDysf > 5 (CSF2, CCL5, 
CCL20). С учетом вышеуказанной особенности бо-
лее сложной задачей представляется отбор 11 ци-
токинов для упрощенного варианта панели. Веро-
ятнее всего, из этого списка следует отобрать гены 

экспрессии 8,60), ген внутриклеточного провос-
палительного белка TRAF1 (кратность изменения 
экспрессии 5,77), ген провоспалительного транс-
крипционного фактора ATF3 (кратность изменения 
экспрессии 4,76), ген рецептора к интерлейкину-7 
IL7R (кратность изменения экспрессии 4,60) и ген 
белка теплового шока HSPA4L (кратность измене-
ния экспрессии 4,15, табл. 8).

Таким образом, повышение экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов (24 гена) и моле-
кул клеточной адгезии (13 генов) сопровождалось 
повышением экспрессии генов прочих сигнальных 
путей провоспалительной активации, в особенно-
сти молекул сигнального пути интерферонов (11 ге-
нов), лигандов и рецепторов сигнального пути TNF 
(12 генов) и молекул внутриклеточных сигнальных 
каскадов (18 генов, табл. 8). В совокупности это 
свидетельствовало о выраженной провоспалитель-
ной активации эндотелия по различным сигналь-
ным путям (через сигнальные пути рецепторов к 
цитокинам, сигнальный путь фактора некроза опу-
холи и сигнальный путь интерферонов) с участием 
транскрипционного фактора NF-κB (гиперэкспрес-
сия гена RELB с кратностью изменения экспрессии 
1,99) и активирующих транскрипционных факторов 
(гиперэкспрессия гена ATF3 c кратностью измене-
ния 4,76, табл. 8). При этом гиперэкспрессия ряда 
белков теплового шока (в том числе гена HSP90AA1) 
указывала на выраженный клеточный стресс, явля-
ющийся характерным признаком провоспалитель-
ной активации ЭК (табл. 8). Также следует отметить 
фактическое отсутствие феномена повышения экс-
прессии генов рецепторов распознавания паттер-
нов (Toll-подобных рецепторов и NOD-подобных 
рецепторов), за исключением гена TLR1 (с кратно-
стью изменения экспрессии 1,87) и гена NLRC5 (с 
кратностью изменения экспрессии 1,55, табл. 8).

Обсуждение
Провоспалительная активация ЭК, проявляю-

щаяся увеличением экспрессии молекул клеточ-
ной адгезии и повышением выделения широкого 
спектра цитокинов, является одним из основных 
патологических последствий развития дисфунк-
ции эндотелия [13]. В силу распространенности 
атеросклероза и патогенетической важности дис-
функции эндотелия как пускового фактора его 
развития особый интерес в контексте развития 
провоспалительной дисфункции вызывают артери-
альные ЭК. В данном исследовании был проведен 
анализ экспрессии провоспалительных цитокинов 
и молекул клеточной адгезии, выделяемых ЭК чув-
ствительной к развитию атеросклероза коронарной 
артерии и относительно устойчивой к развитию 
атеросклероза внутренней грудной артерии. Про-
филирование цитокинов в культуральной среде от 
ЭК-КА и ЭК-ВГА методом дот-блоттинга выявило 
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Таблица 8. Результаты анализа полнотранскриптомного секвенирования первичных эндотелиальных клеток коронарной 
артерии человека (ЭК-КА), инкубированных в бессывороточной культуральной среде в течение 24 часов после достижения 
конфлюэнтности. Мануально отобранные гены сигнальных путей врожденного иммунного ответа (за исключением 
провоспалительных цитокинов и молекул клеточной адгезии). Количество транскриптов генов провоспалительных цитокинов 
и молекул клеточной адгезии на миллион прочтений (transcripts per million, TPM) и кратность изменения экспрессии (fold 
change) при сравнительном анализе дисфункциональных и контрольных клеток. Приведены исключительно гены с TPM ≥ 5 в 
контрольных либо дисфункциональных ЭК, а также кратностью изменения экспрессии ≥ 1,50
Table 8. Analysis of the whole transcriptome sequencing (RNA sequencing, RNA-seq) of primary human coronary artery endothelial 
cells (HCAEC) incubated in the serum-free cell culture medium for 24 hours after reaching the confluence. List of manually curated 
genes within the innate immune response signaling pathways (excepting pro-inflammatory cytokines and cell adhesion molecules) 
expressed in HCAEC and HITAEC. Transcripts of pro-inflammatory genes per million (TPM) and fold change during the analysis of 
dysfunctional or intact ECs. The list is restricted to the genes with TPMCtrl ≥ 5 or TPMDYSF ≥ 5 and fold change ≥ 1,50

Ген / Gene
Среднее значение количества транскриптов на 

миллион прочтений в контрольной группе / Mean 
TPM in the intact ECs

Среднее значение количества транскриптов на 
миллион прочтений в группе дисфункции эндотелия 

/ Mean TPM in the dysfunctional ECs

Кратность изменения 
экспрессии / Fold change

Рецепторы распознавания паттернов / Pattern recognition receptors
TLR1 2,67 5,01 1,87

NLRC5 4,90 7,57 1,55
Рецепторы к цитокинам / Cytokine receptors

IL7R 1,92 8,86 4,60
IL18R1 2,61 8,85 3,39
LTB4R2 2,33 6,91 2,97
TGFBR1 5,49 15,19 2,77
IL13RA1 50,95 81,59 1,60

Лиганды сигнального пути TNF / Ligands of TNF signaling pathway
TNFSF9 0,91 7,79 8,60
TNFSF4 37,65 135,31 3,59
TNFAIP8 2,02 5,28 2,62
TNFAIP2 22,88 53,60 2,34
TNFSF18 32,08 73,38 2,29
TNFSF10 53,20 99,78 1,88
TNFSF12 17,93 27,70 1,54

Рецепторы сигнального пути TNF / TNF signaling pathway receptors
TNFRSF9 1,95 6,99 3,58
TNFRSF4 15,01 40,26 2,68

TNFRSF10B 191,97 319,77 1,67
TNFRSF25 14,86 24,20 1,63

TNFRSF10A 22,94 35,33 1,54
Внутриклеточные провоспалительные белки / Intracellular pro-inflammatory proteins

TRAF1 13,33 76,97 5,77
ATF3 9,45 45,02 4,76

TRAF3IP1 4,72 15,01 3,18
TRIM23 3,97 10,19 2,57
TRAF5 9,07 22,61 2,49
TRIM22 75,64 167,16 2,21
TRIM52 2,79 5,88 2,11
TRIM38 15,77 32,01 2,03
RELB 27,79 55,18 1,99

MYDGF 87,84 174,11 1,98
TRIM56 14,90 28,40 1,91
TRIM37 27,44 45,63 1,66
LTA4H 35,32 58,62 1,66
TRIM47 45,76 75,82 1,66
TRIM34 6,01 9,68 1,61
TRIM35 15,95 25,63 1,61
TRIM59 4,57 7,08 1,55

Белки сигнального пути интерферонов / Interferon signaling pathway proteins
IFI30 0,71 8,20 11,57
IFI44 4,09 20,17 4,93
IFIT3 2,05 9,11 4,45
IFIH1 6,09 22,34 3,67

IFI27L1 1,85 5,54 2,99
IFIT5 4,64 9,84 2,12

IFNAR1 26,08 53,16 2,04
IFRD1 8,04 15,83 1,97
IFI27 51,07 95,67 1,87

IFNGR1 51,14 95,22 1,86
IFI27L2 28,50 50,14 1,76

Белки теплового шока / Heat shock proteins
HSPA4L 3,63 15,09 4,15

HSPE1-MOB4 4,15 11,74 2,83
HSPA4 50,29 97,11 1,93

HSP90AA1 264,05 497,49 1,88
HSPH1 20,98 38,58 1,84
HSPA13 28,42 51,66 1,82
HSPE1 37,40 67,96 1,82
HSPD1 45,86 81,51 1,78
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ляться пороговой (и была в целом принята таковой 
в данном исследовании), на практике определение 
экспрессии генов молекул клеточной адгезии при 
дисфункции эндотелия требует однозначного отве-
та на вопрос об их повышении при минимальных 
время- и трудозатратах, так как это сопровождает 
измерение экспрессии большого количества генов 
провоспалительных цитокинов. Поэтому представ-
ляется достаточным оставить неизменной суще-
ствующую практику определения лишь трех вы-
шеуказанных генов молекул клеточной адгезии из 
всех перечисленных – VCAM1, ICAM1 и SELE.

В сравнении с выделяемыми из устойчивой к 
развитию атеросклероза ЭК-ВГА выделяемые из 
чувствительной к развитию атеросклероза ЭК-КА 
характеризовались более высоким уровнем провос-
палительной активации (в частности, устойчивым и 
статистически значимым повышением экспрессии 
генов MIF, IL6, CCL5, CSF3, CXCL1 и SELP в срав-
нении с ЭК-ВГА). Вероятнее всего, исходно более 
высокий провоспалительный статус ЭК-КА явля-
ется одной из причин ускоренного развития атеро-
склероза в КА в сравнении с ВГА, что согласуется 
с литературными данными о повышенном выделе-
нии ЭК-ВГА одного из ключевых вазодилататоров 
– монооксида азота (NO) [15]. Последующие экспе-
рименты по сравнению ЭК-КА и ЭК-ВГА, а также 
физиологического и патологического (дисфункци-
онального) эндотелиальных фенотипов, вероятнее 
всего, могут быть направлены на анализ интенсив-
ности транскрипции и синтеза компонентов базаль-
ной мембраны и субэндотелиального внеклеточного 
матрикса, которые в значительной степени обуслов-
ливают поддержание эндотелиального гомеостаза. 
При этом следует учитывать, что синтез высоко-
молекулярных белков внеклеточного матрикса и их 
посттрансляционные модификации требуют высо-
кой активности митохондрий, эндоплазматической 
сети и аппарата Гольджи, которая также может от-
ражать функциональное состояние ЭК. Вероятнее 
всего, высокая синтетическая активность ЭК также 
сопровождается повышенным выделением внекле-
точных везикул, опосредующих паракринные эф-
фекты ЭК наряду с выделяемыми в виде свободных 
молекул цитокинами. Определенную ценность так-
же представляет сравнительный анализ экспрессии 
маркеров эндотелиальной дифференцировки, более 
низкий уровень которых может свидетельствовать о 
нарушениях эндотелиального гомеостаза.

Заключение
Первичные артериальные ЭК экспрессируют 

около 40 провоспалительных цитокинов, однако их 
детекция в культуральной среде требует ее предва-
рительного концентрирования (обогащения). Из 40 
экспрессируемых в артериальных ЭК генов цитоки-
нов наибольшей базальной экспрессией (TPMCtrl > 

цитокинов с наиболее высокой кратностью измене-
ния экспрессии (> 4) и TPMDysf > 5 (а именно CSF2, 
CCL5, CCL20, CXCL5, CXCL8, CXCL3, CXCL11, 
IL1A, CXCL6, CXCL2 и LTB). С одной стороны, 
такой набор не будет включать в себя антитела к 
наиболее часто определяемым эндотелиальным ци-
токинам (IL6, CCL2, CXCL1), с другой – он будет 
сфокусирован именно на индуцибельных провос-
палительных цитокинах и также будет содержать 
антитела к CXCL8 (IL8). Проведенный корреляци-
онный анализ 132 измерений от 12 доноров пока-
зал достаточно сильную корреляционную связь IL8 
с MCP-1/CCL2 (0,679), что частично нивелирует 
отсутствие антител к MCP-1/CCL2 в предлагаемом 
варианте панели для дот-блоттинга. В то же время 
следует отметить практически полное отсутствие 
корреляционной связи между IL8 и IL6 (0,148), а 
также между IL6 и MCP-1CCL2 (–0,108). Получен-
ные результаты в целом согласуются с данными ли-
тературы, подтверждающими выделение цитоки-
нов данного спектра различными типами ЭК [14].

Следует также отметить повышение экспрессии 
других генов провоспалительной активации эндоте-
лия (генов рецепторов к цитокинам, генов лигандов 
и рецепторов сигнального пути TNF, генов молекул 
сигнального пути интерферонов и генов иных вну-
триклеточных провоспалительных белков), а также 
генов белков теплового шока, активируемых при 
провоспалительной активации эндотелия [14, 15]. 
В совокупности такое изменение профиля генной 
экспрессии (55 гиперэкспрессированных генов вну-
триклеточных сигнальных каскадов воспаления) 
подтверждает выраженность провоспалительной 
активации эндотелия и соответствует значительно-
му количеству гиперэкспрессированных генов про-
воспалительных цитокинов (24).

Аналогичный анализ экспрессии генов рецеп-
торных молекул клеточной адгезии выявил 13 со-
ответствующих генов с TPMCtrl > 2,5 (PECAM1, 
MCAM, ICAM2, ICAM1, NRCAM, CERCAM, 
ALCAM, SELE, SELP, BCAM, CEACAM19, ICAM3 
и VCAM1) и 13 генов с повышением кратности из-
менения экспрессии ≥ 1,5 при провоспалительной 
дисфункции эндотелия (ICAM1, SELE, VCAM1, 
CEACAM1, ICAM4, NCAM2, MADCAM1, ICAM5, 
EPCAM, HEPACAM, L1CAM, NRCAM и ALCAM). 
Классически для определения дисфункции эн-
дотелия используются лишь три из них (VCAM1, 
ICAM1, SELE) [15]. С учетом того, что все осталь-
ные молекулы клеточной адгезии имеют значения 
TPMCtrl < 2,5 (что не позволяет обеспечить их ста-
бильную детекцию при ОТ-кПЦР) либо кратность 
изменения экспрессии < 2 (в частности, NRCAM и 
ALCAM), представляется рациональным не вклю-
чать их в панели для определения дисфункции 
эндотелия in vitro. Несмотря на то, что кратность 
изменения экспрессии > 1,5 формально может яв-
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2,5) характеризуются гены MIF, CCL2, PTX3, IL32, 
CXCL1, TGFB1, LTB, CXCL8, CSF1, CCL14, TGFB2, 
IL33, CXCL16, CXCL2, IL1A, CSF3, IL6, IL17D, 
CXCL3, CXCL6, IL12A, CXCL5, TGFB3 и CXCL12, 
при этом 11 генов (CSF2, CCL5, CCL20, CXCL5, 
CXCL8, CXCL3, CXCL11, IL1A, CXCL6, CXCL2 и 
LTB) обладают высокой кратностью изменения 
экспрессии (> 4) и TPMDysf > 5, что делает данные 
молекулы приоритетными при конструировании 
панелей антител для детекции провоспалительной 
активации эндотелия. Из генов рецепторных моле-
кул клеточной адгезии лишь 3 (VCAM1, ICAM1 и 
SELE) обладали кратностью изменения экспрессии 
> 2 и TPMCtrl > 2,5, что делает нецелесообразным 
использование других молекул клеточной адгезии 
для анализа провоспалительной активации ЭК. В 
сравнении с ЭК-ВГА ЭК-КА обладали значитель-
но более выраженной провоспалительной актив-
ностью (выражаемой в виде повышенной транс-
крипции провоспалительных генов MIF, IL6, CCL5, 
CSF3, CXCL1 и SELP), что объясняет повышенную 
восприимчивость КА к развитию атеросклероза.
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